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Production and characterization of recombinant viral hemorrhagic septicemia virus 

(VHSV) expressing major capsid protein (MCP) gene of lymphocystis disease virus 

(LCDV). 

 

Seonyoung Kim 

Department of fish pathology, The Graduate School,  

Pukyoung National University 

 

Abstract 

Viral diseases caused by viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV) and lymphocystis 

disease virus (LCDV) have seriously damaged on the aquaculture of olive flounder 

(Paralichthys olivaceus). VHSV infections can lead to mass mortality of olive flounder 

at low temperature periods and LCDV disease reduces salability of fish by 

outstanding nodular lesions. However, there has been no effective control measure 

against these viral diseases yet. Recently, recombinant viruses generated through 

reverse genetics system have been used to uncover functions of viral genes and to 

develop attenuated live vaccines. Previously, a recombinant VHSV (rVHSV-ΔNV-

EGFP) having the green fluorescent protein (GFP) gene instead of the NV gene had 

been produced using the reverse-genetics method and the high vaccine potential of 

the recombinant VHSV as a live attenuated vaccine was confirmed by in vivo 

immunization experiments. In this study, another recombinant VHSV (rVHSV-ΔNV-



 

iv 

 

MCP) containing the major capsid protein (MCP) gene of LCDV instead of the NV 

gene was rescued by reverse genetics technology and basic characteristics of the 

recombinant virus were analyzed for further use as a dual vaccine against VHSV 

and LCDV. Epithelioma papulosum cyprini (EPC) cells expressing T7 RNA polymerase 

was transfected with a mixture of pVHSV-ΔNV-MCP, pCMV-N, pCMV-L, pCMV-P. 

Generation of rVHSV-ΔNV-MCP was confirmed by RT-PCR and rescue of infectious 

rVHSV-ΔNV-MCP was confirmed by observation of plaque formation. Replication 

efficiency of rVHSV-ΔNV-MCP was distinctly lower than that of wild-type VHSV. 

The cytopathic effect (CPE) induced by infection of EPC cells, hirame natural 

embryo (HINAE) cells or Chinook salmon embryo (CHSE-214) cells with wild-type 

VHSV or rVHSV-ΔNV-MCP at MOI 0.1, MOI 0.001, or MOI 0.00001 after 7 days 

post-infection was observed. EPC cells and HINAE cells were more sensitive than 

CHSE-214 cells, indicating differences in viral susceptibility according to cell types. 

To determine type Ⅰ interferon response of hosts, expression of Mx gene in EPC 

cells and in olive flounder in response to infection with wild-type VHSV or rVHSV-

ΔNV-MCP was investigated using luciferase reporter system and semi-quantitative 

RT-PCR, respectively. The highest increase of luciferase activity was detected from 

supernatant of cell infected with rVHSV-ΔNV-MCP at MOI 1.0. In vivo experiment, 

the Mx gene expression in olive flounder injected with rVHSV-ΔNV-MCP was 

higher than fish injected with wild-type VHSV. These results suggest that the 

present rVHSV-ΔNV-MCP possesses characteristics that are needed to be used as 

live attenuated vaccines. Further in vivo vaccine studies are needed to apply the 

rVHSV-ΔNV-MCP to a combined vaccine against VHSV and LCDV infections in 

olive flounder. 



 

1 

Ⅰ. 서  론 

 

세계적으로 증가하고 있는 수산물의 수요로 인해 이를 충족시키기 위한 양식 

산업이 중요시 되고 있다. 양적 양식 생산의 팽창과 함께 양식 환경조건은 

악화되었고 많은 질병원이 출현하게 되어 만연하는 질병으로 인해 양식업은 

어류의 질병 폐사로 막대한 손실을 겪고 있다. 현장에서 항생제 등 약물을 

이용한 질병제어가 시도되고 있으나 항생제의 남용으로 인해 양식 어류에서 

내성균이 출현하는 등 항생제 치료 효과가 점차 약화되고 있는 실정이다. 이에 

질병의 출현 이후에 치료를 위한 전략보다는 질병을 예방할 수 있는 전략이 매우 

중요시 되고 있다. 단순한 양식 환경의 관리만으로는 원인균에 대한 직접적인 

방어 효과를 기대하기 힘들기 때문에 백신 전략을 이용한 양식 어류의 

질병제어가 점차 중요시되고 있다. 양식 넙치에서 발생하는 바이러스성 질병 중 

viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV)와 lymphocystis disease virus (LCDV)는 

심각한 피해를 주는 주요 질병으로 아직 효과적인 대책은 개발되지 않았다. 본 

연구에서는 이 두 바이러스에 대한 복합 백신을 제작하고, 그 특성을 알아보고자 

한다. 

Viral hemorrhagic septicemia disease (VHSD)를 야기하는 viral hemorrhagic 

septicemia virus (VHSV)는 양식어류는 물론 야생어류의 대량 폐사를 일으키는 

주요 원인 중 하나로 알려져 있으며 저수온기에 넙치 치어뿐 아니라 성어에서도 

높은 폐사를 일으킨다(Schlotfeldt & Ahne, 1988; Schlotfeldt et al. 1991; 

Mortensen et al., 1999; Isshiki et al., 2003; Skall et al., 2005). VHSV 는 family 

Rhabdoviridae, genus Novirhabdovirus 에 속하는 바이러스로 IHNV 와 HIRRV 와 

같은 분류학적 위치에 있으며, 크기는 180x70nm 정도이고 탄환형으로 외막을 

가지는 negative-sense, single-stranded RNA 바이러스이다. VHSV 는 11-12Kb 의 

nucleotide 로 이루어져 있으며, 이는 4 개의 구조단백질과 하나의 virion-

associated polymerase 및 감염 세포에서만 발현 되는 non-virion protein 으로 

이루어져 있다(Lenoir & de Kinkelin, 1975; de Kinkelin et al., 1980; Benmansour 

et al., 1994; Walker et al., 2000; Tordo et al., 2005) 다른 Novirhabdovirus 의 

genome 과 같이 nucleoprotein (N), polymerase-associated phosphoprotein (P), 
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matrix protein (M), glycoprotein (G), RNA-dependent RNA polymerase (L)과 non-

virion protein (NV) 로 구성되어 있다. Non-virion protein 인 NV 유전자는 

Novirabdovirus 의 특징으로 G 유전자와 L 유전자 사이에 있으며, genome 들은 

3’-N-P-M-G-NV-L-5’의 순서로 배열되어 있다(Schutze et al., 1996, 1999; 

Estepa et al., 1999; Tordo et al., 2005). 

Lymphocystis disease (LCD)를 일으키는 lymphocystis disease virus (LCDV)는 

family Iridoviridae, genus Lymphocystivirus 에 속하며, double-stranded DNA 

바이러스로 직경이 200±50 ㎚이며 20 면체이다. 전 세계적으로 140 여종의 

연골어류에 광범위하게 감염 되는 것으로 보고되어 있다(Brown, 1986; Heppell & 

Berthiaume, 1992; Chinchat et al., 2005). LCDV 에 감염되면 대량폐사는 나타나지 

않지만, 체표에 나타나는 병변으로 인해 상품가치가 하락하게 되고 다른 

병원체에 감염될 가능성이 높고 빈혈이 나타나기도 하며 성장률이 

감소한다(Iwamoto et al., 2002). LCDV 에 감염된 어류는 몸 표면에 가시적인 

결절성 병변을 나타내는데, 이는 바이러스의 빠른 복제와 이로 인한 숙주의 

후속적인 유사분열 억제로 인해 나타난다. 체표에 나타나는 결절성 병변은 흔히 

lymphocystis cell (LC)이라고 불리는데, 이렇게 비정상적으로 발달한 세포 

(hypertrophied cells)는 피부와 지느러미, 입 주위에 주로 존재한다(Samalecos, 

1986). 우리나라에서는 가장 많이 양식되고 있는 넙치 (Paralichthys olivaceus)에 

주로 감염이 되는 것으로 보고가 되어 있고 경제적으로 많은 피해를 준다(Do et 

al., 2005; Kitamura et al., 2006a). Iridoviridae 에 속하는 바이러스의 큰 특징인 

50kDa 정도의 major capsid protein (MCP)은 바이러스의 감염을 일으키는 주된 

polypeptide 이고, virion protein 의 약 45%를 구성한다(Flugel et al., 1982; Robin 

et al., 1986). MCP 는 항원성이 높으며, 이에 대한 항체들이 바이러스를 진단을 

하기 위해 시중에 판매되고 있다. 어류에서도 재조합 MCP 를 제작하여 

혈청학적인 진단을 위한 연구나 백신으로서의 가능성이 연구되기도 하였다(Seo 

et al., 2008).  

지난 수십 년 동안 어류의 감염성 바이러스성 질병을 예방하기 위하여 

불활성화 백신, 약독화 백신, 재조합 단백질 백신 및 DNA 백신 등이 사용되어 

왔다(Gomez-Casado E., 2011). 이 중, 바이러스 약독화 백신은 cell line 을 

이용하여 대량으로 생산이 가능하고 세포성 면역과 체액성 면역 모두를 유도하여 
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높은 예방효과를 얻을 수 있다는 장점이 있어 효과적인 백신으로 사용 할 수 

있다. 하지만 이는 바이러스의 병원성이 다시 복원 될 수 있다는 큰 단점이 있다. 

이러한 단점을 보완하기 위해 최근 reverse genetics 를 이용한 안전하고 새로운 

바이러스 백신이 연구되고 있다. Reverse genetics system 은 바이러스의 

genome 과 상보적인 cDNA 를 이용하여 바이러스를 cell line 에서 다시 생성해 

내는 방법이다. 즉, T7 RNA polymerase (T7RNAP)가 발현되고 있는 세포에 

바이러스의 full genome 을 encoding 할 수 있는 plasmid 를 transfection 하는 

것이다. 이때 바이러스를 encoding 하는 cDNA 의 3’ 말단에는 hepatitis delta virus 

(HDV) ribozyme sequence 를 넣어줘서 스스로 3’ 말단을 정밀하게 잘라낼 수 

있도록 해 준다. 이러한 reverse genetics system 은 바이러스 유전자 중 아직 

기능이 알려지지 않은 바이러스의 유전자를 knock-out 하여 기능을 분석 할 수도 

있고 작동 기작을 알 수 있으며, 바이러스 genome 상의 특정 유전자를 knock-

out 시키거나 mutation 시켜 약독화된 재조합 생백신의 개발이 가능하다. 또, 다른 

병원체의 항원 유전자를 삽입하여 발현시킴으로써 다양한 재조합 백신을 

개발하여 복합 백신으로 응용 할 수 있는 특성을 가지고 있다(Schnell et al., 

1994; Palese et al., 1996; Neumann & Kawaoka, 2001; Neumann et al., 2002; von 

Messling & Cattaneo, 2004). 이러한 재조합 바이러스는 다른 병원체의 항원 및 

자신의 단백질을 감염된 숙주 세포 내에서 발현시키고 또한 새로이 형성된 viral 

progeny 는 처음의 감염세포에서 나와 다른 세포로 감염될 수 있기 때문에, MHC 

class I 을 통한 세포성 면역뿐만 아니라 MHC class II 를 통한 체액성 면역반응도 

유도할 수 있는 능력이 있다. 또한 백신 투여경로에 있어서도 자연적인 

감염경로를 통할 수 있다는 장점이 있다. 

최근 본 연구실에서는 VHSV 의 NV 유전자가 knock-out 된 재조합 VHSV 를 

제작하여 그 특성에 대해 연구를 하였으며, NV 유전자가 knock-out 된 재조합 

VHSV 를 넙치에 면역화 실험하여 높은 방어력을 유도하는 것을 검증 한 바 

있다(Kim et al., 2011; Kim & kim, 2011). 또, 같은 rhabdoviridae 에 속하는 

hirame rhabdovirus (HIRRV)의 G 유전자를 NV 유전자가 knock-out 된 VHSV 에 

삽입하여 이를 발현하는 재조합 VHSV 를 제작하여, 재조합 VHSV 를 넙치에 

면역화 실험하여 HIRRV 와 VHSV 두 가지 모두에 대한 면역 효과도 확인하였다 

(Kim & Kim, 2011). 본 연구에서는 이러한 재조합 VHSV 를 이용하여 양식 

넙치에서 문제가 되는 바이러스 질병의 원인 바이러스 중 하나인 LCDV 도 
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동시에 예방할 수 있는 복합백신을 제작하기 위해 NV 유전자가 knock-out 된 

VHSV 에 lymphocystis disease virus (LCDV)의 major capsid protein (MCP) 

유전자를 삽입한 벡터를 이용하여 LCDV 의 MCP 를 발현하는 재조합 VHSV 를 

제작하였으며, 이를 복합백신으로 사용하기 위하여 그 특성을 알아보았다. 

 

Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1. 세포 및 바이러스 

 

실험에 사용된 세포인 EPC(Epithelioma papulosum cyprini) cell, HINAE(Hirame 

natural embryo) cell은 penicillin (100U/㎖), streptomycin (100㎍/㎖) 및 10% fetal 

bovine serum (FBS, Gibco) 이 첨가된 Leibovitz medium (L-15, Sigma)를 이용하

여 배양하였다.  

실험에 사용한 바이러스인 VHSV (viral hemorrhagic septicemia virus)는 2008년 

VHS 질병이 발병한 경남 소재 넙치 양식장에서 병든 넙치로부터 분리한 VHSV 

KJ2008을 사용하였고, LCDV (lymphocystis disease virus)는 제주도 넙치 양식장의 

lymphocystis disease에 걸린 넙치로부터 얻은 림포시스티스 세포 (Lymphocystis 

cell)에서 분리하여 사용하였다. 이들 바이러스는 각각 15℃와 20℃에서 2% FBS와 

항생제가 첨가된 배지에서 배양한 EPC와 HINAE cell에 접종하였으며, 접종 후 광

범위하게 cytopathic effect (CPE)가 나타났을 때 4℃에서 10분간 4000 g로 원심

분리 후 그 상층액을 -80℃에 보관하여 추후 실험에 사용하였다. 
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2. T7 RNA polymerase (T7 RNAP) 발현 EPC cell line 구축 

 

재조합 VHSV의 promoter로 사용되는 T7 promoter가 효율적으로 작동하기 위

해서는 T7 RNA polymerase가 발현되는 EPC cell line이 필요한데, 2가지 방법을 

이용하여 T7 RNA polymerase가 발현되는 EPC cell line을 구축하였다. T7 RNA 

polymerase gene은 E. coli BL21 (DE3) 균주의 DNA로부터 PCR을 통해 얻었다. 

 

2-1. Retroviral vector 제작 및 EPC cell transfection 

T7 RNA polymerase gene을 가지고 있는 Retrovirus를 만들기 위해 Retroviral 

Gene Transfer and Expression kit (Clontech)를 사용하였다. packaging cell은 

non-mammalian cell도 감염이 가능한 GP2-293 cell을 사용하였다. pLNHX vector

의 MCS에 BglⅡ- pCMV - HindⅢ- T7 RNA pol. - BamHⅠ- SalⅠ- XhoⅠ- Apa

Ⅰ- XhoⅠcassette를 ligation 하였다. 제작된 T7 RNA polymerase/pLNHX vector 

(5ng)와 pVSV-G vector (2.5ng)를 2일 동안 배양한 GP2-293 cell (1×10
6
cells/T25 

flask)에 Fugene 6 transfection reagent (Roche)를 이용하여 transfection 하였다. 

1일 후, 항생제가 첨가된 배지로 배지를 교환하고, 2일 뒤에 T7 RNA polymerase 

gene을 가지고 있는 retrovirus를 수집하였다. 0.45㎛ syringe filter한 virus를 EPC 

cell에 접종하였는데 이 때, infection 효율을 높이기 위해 polybrene (4㎍/㎖)을 첨

가하였다. 접종 24시간 후에 10% FBS와 항생제가 첨가된 L-15 배지로 배지를 교

환해 주었다. 2~3일 후부터는 G-418 (400㎍/㎖) 항생제가 첨가 된 배지로 배지교

환을 하면서 세포를 selection 해 주었다. 

 

2-2. Plasmid vector 제작 및 EPC cell transfection 

E. coli BL21 (DE3) 균주로부터 genomic DNA를 분리 한 후, HindⅢ가 있는 

forward primer와 BamHⅠ이 있는 reverse primer로 PCR하여 T7 RNA 

polymerase gene을 얻었다(Table 1). PCR 산물을 발현 벡터인 pcDNA 3.1(+) 

vector (Invitrogen)에 ligation 하였다. Exfection prep kit (Geneall)를 이용하여 T7 

RNA polymerase를 포함한 plasmid vector를 다량 얻은 후, EPC cell (1×
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10
6
cells/T25 flask)에 Fugene 6 transfection reagent (Roche)를 이용하여 

transfection 해 주었다. 1일 후에 10% FBS와 항생제가 첨가된 L-15 배지로 배지

를 교환하였다. Transfection 3일 후부터 G-418 (400㎍/㎖) 항생제가 첨가된 L-15 

배지로 배지를 교환하면서 세포를 selection 하였다. 

 

 

3. LCDV의 MCP를 발현하는 재조합 VHSV 발현 벡터 제작 

 

우선 재조합 VHSV 발현 벡터에 삽입할 LCDV의 MCP ORF gene을 얻기 위해 

LCDV에 감염된 넙치에서 분리한 LCDV 감염 세포를 파쇄 한 후, genomic DNA 

extraction kit (Bioneer)를 이용하여 genomic DNA를 추출하였다. VHSV NV gene 

대신에 LCDV MCP gene을 발현하는 재조합 VHSV를 제작하기 위해 LCDV MCP 

gene ORF에 해당하는 fragment를 추출한 DNA를 template로 하여 ClaⅠ enzyme 

site를 가진 forward primer와 NarⅠ enzyme site를 가진 reverse primer를 이용

하여 PCR 증폭하였다(Table 1). PCR은 총 20 ㎕의 반응액 내에 4 ㎕의 5×HiPi 

Plus PCR Premix (ElpisBiotech, Korea), 1 ㎕의 10
-1
 희석한 cDNA template 및 1

㎕ (10 pmol/㎕)의 specific primer가 포함되어 있었다. Thermal cycling 조건은 

95℃에서 3분간 1 cycle, 95℃에서 30초, 60℃에서 30초, 72℃에서 30초씩 30 

cycle을 돌렸고, 최종적으로 72℃ 7분간 신장반응을 시켰다. PCR 증폭산물은 

pGEM T-easy 벡터 (Promega)에 subcloning 한 후 sequencing 분석하였다. 미리 

제작되어 있던 NV gene이 제거된 mutant cDNA 벡터 (pVHSV-ΔNV-EGFP)를 

ClaI과 NarI으로 처리하여 EGFP gene을 제거하였으며, 그 자리에 LCDV MCP 

gene을 삽입하였고 그 벡터를 pVHSV-ΔNV-MCP 라 명명하였다. 

 

 

4. N, P, L 단백질을 만드는 supporting plasmid 제작 
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재조합 VHSV가 만들어 지기 위해서는 VHSV의 full cDNA vector는 물론이고 

VHSV의 N, P, L 단백질을 발현하는 supporting plasmid가 필요하다. Wild VHSV를 

template로 하여 각각의 유전자에 맞는 primer를 사용하여 PCR 증폭하였다(Table 

1). 증폭된 각각의 유전자들은 CMV promoter가 있는 pcDNA3.1(+) vector에 

ligation 하였고, 이들을 각각 pCMV-N, pCMV-P, pCMV-L이라 명명하였다. 

 

 

 

5. LCDV의 MCP를 발현하는 재조합 VHSV 제작 및 확인 

 

5-1. LCDV의 MCP를 발현하는 재조합 VHSV 제작 

T7 RNA polymerase를 발현하고 있는 EPC cell이 80% 정도 자랐을 때 앞에서 

제작한 벡터 pVHSV-ΔNV-MCP (2㎍)과 pCMV-N (0.5㎍), pCMV-P (0.3㎍) 및 

pCMV-L (0.2㎍)을 함께 Fugene 6 transfection reagent (Roche)를 이용해 co-

transfection 시킨 후 28℃에서 12 시간 incubation 하고 이를 15℃ 옮겨 배양하였

다. 전반적인 CPE가 관찰되었을 때, rubber policeman을 이용해 세포를 긁어서 

떨어뜨린 후 freeze-thawing을 2회 반복하고 4000 g에서 10분간 원심분리 하였고, 

이때 얻은 상층액을 P0라 하였다. P0를 다시 15℃ T25 플라스크에서 배양한 EPC 

cell에 접종하고 7-10일 후 상층액 (P1)을 모아서 분주 후 -80℃에 보관하였다. 

 

5-2. 재조합 VHSV 제작 확인 

제작된 재조합 VHSV는 RT-PCR을 통하여 확인하였다. 상층액 P1에서 RNAiso 
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plus reagent (Takara)를 이용하여 total RNA를 추출하였다. cDNA를 제작하기 위

해 1㎍의 total RNA를 0.5㎕의 random hexamer (0.5㎍/ml, Promega)와 80℃에서 

5분간 반응시키고 다시 42℃에서 60분간 2㎕의 2.5mM dNTP mix (TakaRa), 0.5㎕

의 M-MLV reverse transcriptase (Promega) 및 0.25㎕의 RNase inhibitor 

(Promega)가 포함된 reaction mixture와 incubation 하였다. cDNA를 template로 하

여 VHSV-N과 VHSV-P specific gene primer 및 EGFP primer, LCDV MCP primer

를 이용하여 PCR 증폭하였다(Table 1). PCR cycling 조건은 95℃에서 3분간 1 

cycle, 95℃에서 30초, 60℃에서 30초, 72℃에서 30초씩 30 cycle을 돌렸고, 최종

적으로 72℃ 7분간 신장반응을 시켰다. 이를 1% agarose gel에 전기영동 하여 확

인하였다. 또한 제작된 rVHSV-ΔNV-MCP의 titer를 알기 위해 plaque assay를 수

행하였다. Virus stock을 10
-5 

에서 10
-7
까지 단계 희석 후 EPC cell monolayer에 

접종하였다. 15℃에서 1시간동안 incubation 후 바이러스를 제거하고 0.7% 

agarose와 10% FBS, 1% 항생제가 들어간 L-15배지를 세포 위에 얹었다. 7일 후 

세포를 10% formalin으로 고정 후 세포 위에 얹은 배지를 제거하였고, 3% crystal 

violet으로 30분간 실온에서 염색하였다. 염색액을 버리고 증류수로 세포를 수세 

한 후 plaque-forming units (PFU)를 산출하였다. 

 

6. 성장곡선을 이용한 재조합 VHSV의 replication 확인 

 

Wild-type VHSV와 재조합 VHSV의 replication을 plaque assay를 통한 성장 곡

선으로 비교 분석하였다. 6-well plate에 EPC cell을 28℃에서 monolayer로 배양

한 후, wild-type VHSV와 rVHSV-ΔNV-MCP를 각각 MOI 1.0으로 접종하였고, 이

를 15℃에서 배양하였다. 바이러스 접종 후 1일, 3일, 5일, 7일째에 상층액을 모아

서 각각 plaque assay를 실시하여 plaque-forming units (PFU)를 산출하였고, 이를 

그래프로 나타내어 성장곡선을 제작하였다. 
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7. 세포에 따른 재조합 VHSV의 감염성 비교 

 

재조합 VHSV의 감염성이 세포의 종류에 따라 달라지는지 확인하기 위하여 서

로 다른 세 가지 세포에 MOI를 달리하여 바이러스를 접종하여 CPE가 나타나는 

양상을 비교해 보았다. 세포는 Epithelioma papulosum cyprinid (EPC) cell, Hirame 

natural embryo (HINAE) cell, Chinook salmon embryo (CHSE-214) cell 세 가지를 

사용하였다. 6-well plate에 각각의 세포를 1×10
6
 cell씩 분주하여 EPC는 28℃, 

CHSE-214와 HINAE는 20℃에서 배양하였다. 세포가 90% 정도 자랐을 때, wild-

type VHSV와 rVHSV-ΔNV-MCP를 MOI 0.1, 0.001, 0.00001로 접종하였다. 바이러

스를 접종한 세포는 15℃에서 배양하였고, 바이러스 접종 7일 후 각 세포의 CPE

가 나타나는 양상을 관찰하였다.  

 

 

8. Semi-quantitative RT-PCR을 이용한 Mx gene 발현 확인 

 

재조합 VHSV에 대한 숙주의 인터페론 반응을 알아보기 위하여 Mx 유전자의 

발현을 확인하였다. TypeⅠinterferon 반응은 척추동물에서 바이러스 감염 시 이

를 방어하기 위해 가장 먼저 일어나는 면역 반응이다. 대표적인 IFN 유도 항바이

러스 단백질은 Mx 유전자이며, 본 실험에서는 wild-type VHSV와 재조합 VHSV 

를 감염시켰을 때 Mx 유전자의 발현여부를 luciferase activity 측정과 semi-

quantitative RT-PCR을 이용하여 확인하였다. 

8-1. Luciferase reporter system을 이용한 Mx gene 발현 확인 

In vitro 상에서 재조합 바이러스에 의한 Mx gene 발현을 확인 하기 위해서 

pOFMx-reporter 벡터를 가지고 있는 EPC 세포를 이용하여 luciferase를 측정하였

다. pOFMx-reporter 벡터는 시중에 판매되고 있는 luciferase reporter vector의 

promoter를 제거 후 넙치 Mx 유전자의 promoter를 삽입하여 제작하였으며, 이 

벡터를 EPC 세포에 transfection 후 selection 하여 pOFMx-reporter/EPC 세포를 
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제작하였다. pOFMx-reporter/EPC 세포를 6 well plate에 1.5×10
6
 cell씩 분주하여 

28℃에서 배양하였다. 세포가 monolayer로 자랐을 때, wild-type VHSV와 rVHSV-

ΔNV-MCP를 MOI 1.0과 0.1로 접종하고 15℃에서 배양하였다. 바이러스 접종 12

시간과 24시간, 48시간째에 각 세포에서 상층액 50㎕을 수집하여 Ready-To-Glow 

secreted luciferase reporter assay kit (Clontech)와 VICTOR 3 multilabel plate 

reader (PerkinElmer)를 이용하여 매뉴얼에 따라 luciferase 활성을 측정하였다.  

 

8-2. In vivo 상에서 Mx gene 발현 확인 

In vivo 상에서 Mx 유전자의 발현을 확인하기 위하여 넙치 치어에 마리당 10
5 

PFU의 wild-type VHSV와 rVHSV-ΔNV-MCP를 근육주사 하였고, L-15 배지를 바

이러스와 같은 양으로 주사하여 control로 하였다. 이때 사용한 넙치는 VHSV 감

염이 없는 것을 확인한 후 사용하였고, 수온은 15℃로 유지하였다. 바이러스 접종 

후 24시간과 48시간째에 그룹당 3마리씩 신장과 비장을 분리하여 TRizol reagent 

(Invitrogen)를 이용하여 total RNA를 분리하였다. cDNA를 제작하기 위해 GoScript 

Reverse Transcription System kit (Promega)를 사용하였다. 1㎍의 total RNA를 1

㎕의 random primer (0.5㎍/ml)와 70℃에서 5분간 반응시키고 얼음에 5분간 두었

다. 여기에 3.5㎕의 MgCl2, 1㎕의 PCR nucleotide mix, 0.5㎕의 RNase inhibitor와 

1㎕의 reverse transcriptase가 포함된 reaction mixture와 25℃ 에서 5분, 42℃에

서 60분, 70℃에서 15분간 incubation 하였다. 이렇게 합성된 cDNA를 template로 

하여 넙치 Mx 유전자 specific primer로 PCR하여 증폭하였고, 넙치의 β-actin 

gene을 control로 하였으며(Table 1), PCR 조건은 95℃에서 3분간 1 cycle, 95℃에

서 30초, 60℃에서 30초, 72℃에서 30초씩 24 cycle (Mx gene) 또는 25 cycle (β-

actin)을 돌렸고, 최종적으로 72℃ 7분간 신장반응을 시켰다. 증폭된 산물들을 1% 

agarose gel에 전기영동 하여 확인하였다. 
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Table 1. Primers used in this study 

1-1. For construction of recombinant VHSV genome 

Name of primer Sequence (5' to 3') Restriction enzyme 

LCDV-MCP 
F ATCGATATGGTGACTTCTGTAGCGGG ClaⅠ 

R GGCGCCCTAAAGTACAGGAAATCCCATTG NarⅠ 

(Bolded nucleotides indicate restriction enzyme sites) 

1-2. For construction of supporting plasmids 

Name of primer Sequence (5' to 3') Restriction enzyme 

pCMV-N 
F GGATCCCGGCACTTAAGTAGCAAAAAGTTT BamHI 

R GCGGCCGCTCCTTTTCTATCTATATGAGTTATGAGA NotI 

pCMV-P 
F AAGCTTCGGCACGATTATAGGAATTTTTC HindIII 

R GCGGCCGCTTTCTTTCTATCTATACGATGTGTTGTG NotI 

pCMV-L 

F1 AAGCTTTGGCACTTTTGTTGTTTGTAGTC HindIII 

R1 GCGGCCGCACTAGTGGGCCCCTGGTCGTGTG SpeI, NotI 

F2 ACTAGTTCCTTACTTCGGGACTCAGACCAAACC SpeI 

R2 GCGGCCGCGCTTTTTTTCAATCTAGTTGAGGAACAAG NotI 
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(Bolded nucleotides indicate restriction enzyme sites) 

1-3. For construction of T7 RNA polymerase-expressing plasmids 

Name of primer Sequence (5' to 3') Restriction enzyme 

pCMV-T7 

RNAP 

F AAGCTTCGGCACGATTATAGGAATTTTTC HindIII 

R GGATCCTTACGCGAACGCGAAGTCCG BamHI 

pLNHX-MCS 
F TCGAAGATCTAAGCTTGGATCCGTCGACCTCGAGGGGCCC  

R GATCGGGCCCCTCGAGGTCGACGGATCCAAGCTTAGATCT  

(Bolded nucleotides indicate restriction enzyme sites) 

1-4. For detection of replication of recombinant VHSV or LCDV 

Name of primer Sequence (5' to 3') 

VHSV-N 
F ATGGAAGGGGGAATCCGTGCAGC 

R TTAATCAGAGTCCCCTGGGTAGTCG 

VHSV-p 
F ATGACTGATATTGAGATGAGTGAATCATTGG 

R CTACTCCAACTTGTCCAACTCCGCC 

LCDV-MCP 

F1 ATGACTTCTGTAGCGGGTTCAAG 

R1 GTCGTTTTTATTTTGAAAGATCAATAATTCA 

F2 ACGGGTATGATGGAATGATATTCGGG 

R2 CTAAAGTACAGGAAATCCCATTG 

EGFP 
F ACGGGTATGATGGAATGATATTCGGG 

R TTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC 

 

1-5. For detection of expression of Mx gene 

Name of primer Sequence (5' to 3') 

OF-β-actin 
F ACGGACAGGTCATCACCATTGGAA 

R ACATGGTGGTTCCTCCAGATAGCA 

OF-Mx 
F AACAGCCCAAGGCAAAGATTG 

R AATGTCCAGCTCCTCCTTCA 
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Ⅲ. 결   과 

 

1. LCDV의 MCP를 발현하는 재조합 VHSV 생산 

 

1-1. HINAE cell 에서의 LCDV 감염 및 증식 여부 확인 

 

넙치의 림포시스티스 세포로부터 분리한 LCDV virus stock을 HINAE 세포에 접

종 후, 20℃에서 배양하여 cytopathic effect (CPE)가 나타나는 것을 관찰할 수 있

었다(Fig. 1). CPE가 나타난 cell의 상층액을 수집하여 genomic DNA를 분리한 후 

LCDV의 MCP specific primer로 PCR 하였고, 전기영동 한 결과 633bp 의 MCP 

specific band 를 확인할 수 있었다(Fig. 2). 
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Figure 1. The cytopathic effect (CPE) induced by infection of Hirame Natural 

Embryo (HINAE) cells with LCDV (b), but the control cells (a) showed no CPE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a)                  (b)     
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Figure 2. Confirmation of the infection of LCDV by RT-PCR. Viral genomic 

DNA extracted from stock supernatant of LCDV was amplified by PCR with 

specific LCDV MCP gene primers. PCR products were ananlyzed on a 1% 

agarose gel, and visualized with ethidium bromide (EtBr). In the HINAE cells 

infected with LCDV (b), the MCP gene was exactly amplified, whereas in the 

control HINAE cells (a), no band was amplified. The marker (M) is a 1kb DNA 

ladder (Bioneer, Korea). 

 

 

 

 

1-2. LCDV의 MCP를 발현하는 재조합 VHSV 생산 및 확인 

LCDV MCP gene을 발현하는 재조합 VHSV를 제작하기 위해 본 연구실에서 제

작한 rVHSV-ΔNV-EGFP 벡터의 EGFP gene을 제한효소 (ClaⅠ/NsiⅠ)를 이용하여 

LCDV MCP gene으로 교체하여 mutant cDNA clone (pVHSV-ΔNV-MCP) 을 제작

하였다(Fig. 3). 이렇게 제작된 벡터와 supporting plasmid들을 미리 배양 해 놓은 

EPC cell에 co-transfection 시켜 며칠 후에 CPE가 나타나는 것을 관찰 하였고 

(Fig. 4), 재조합 VHSV (rVHSV-ΔNV-MCP)를 얻을 수 있었다. 이렇게 얻은 재조

합 VHSV (rVHSV-ΔNV-MCP) 가 목적한대로 만들어졌는지를 확인하기 위해 CPE

가 나타난 세포로부터 stock supernatant를 수집하여 이를 VHSV-N, VHSV-P 

detection primer와 MCP primer, EGFP primer를 이용하여 RT-PCR하였다. 그 결

과 VHSV의 N 유전자 (약 1.2kb) 와 P 유전자 (약 700bp), LCDV의 MCP 유전자 

(약 1.8kb) 가 정확하게 증폭이 된 것을 확인하였고, 기존의 pVHSV-ΔNV-EGFP

에 있던 reporter EGFP gene은 증폭이 되지 않았음을 확인하였다(Fig. 5). 이로부

터 재조합 VHSV가 목적한 데로 제작이 되었음을 확인하였다. 

생산된 바이러스가 감염성이 있는 바이러스인지, 또 그 titer가 얼마나 되는 지 

알아보기 위해 plaque assay를 실시하여 plaque-forming units (PFU)를 산출하였
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다. Plaque assay를 실시한 결과 9.73×10
7
PFU/㎖로 나타났다(Fig. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Construction of the mutated cDNA clones harboring LCDV MCP gene 

(pVHSV-ΔNV-MCP).  The pVHSV-ΔNV-MCP was generated by replacement of 

the EGFP ORF in the pVHSV-ΔNV-EGFP with the LCDV MCP ORF using ClaⅠ

/NarⅠ restriction enzyme sites. 
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Figure 4. The cytopathic effect (CPE) induced by co-transfection of Epithelioma 

papulosum cyprinid (EPC) cells with plasmids expressing the N, P, L proteins and 

pVHSV-ΔNV-MCP (b). EPC cells transfected with the plasmids showed evident 

CPE, but the control cells (a) showed no CPE. 
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Figure 5. Confirmation of the rescue of recombinant virus by RT-PCR. Viral 

genomic RNA extracted from stock supernatant of rVHSV-ΔNV-MCP was 

amplified by RT-PCR with specific nucleoprotein (N), phosphoprotein (P), LCDV 

MCP (MCP) and enhanced green fluorescence protein (EGFP) primers. PCR 

products were analyzed on a 1% agarose gel, and visualized with ethidium 

bromide (EtBr). In the rVHSV-ΔNV-MCP, the EGFP gene was not amplified, 

whereas the MCP gene was exactly amplified. The marker (M) is a 1kb DNA 

ladder (Bioneer, Korea). 
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Figure 6. Plaque formation in Epithelioma papulosum cyprini (EPC) cells infected 

with 10
-5
-10

-8 
diluted wild-type VHSV and rVHSV-ΔNV-MCP. Cells were cultured 

under 0.7% agarose-containing plaquing medium, fixed at 7 days post-infection, 

and stained with crystal violet. 

 

 

 

2. 재조합 VHSV의 replication 확인 
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Wild-type VHSV와 rVHSV-ΔNV-MCP의 replication을 plaque assay를 통한 바이

러스 성장곡선을 이용하여 비교해 보았다. 두 바이러스의 성장 곡선을 비교해 본 

결과, rVHSV-ΔNV-MCP가 wild-type VHSV보다 replication 속도가 느린 것을 확

인할 수 있었다(Fig. 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Growth curves of wild-type VHSV and rVHSV-ΔNV-MCP. Epithelioma 

papulosum cyprini (EPC) cells were infected with (a) MOI 1.0 or (b) MOI 0.00001 

of each virus, and the replication of viruses was analyzed by plaque assay after 

1, 3, 5, 7 d post-inoculation. 

3. 세포별 재조합 VHSV 감염성 비교 확인 

 

 세포에 따라 재조합 VHSV의 감염성이 어떻게 다른지 확인하기 위해서 EPC, 

HINAE, CHSE-214 cell에 각각 wild-type VHSV와 재조합 바이러스인 rVHSV-Δ

NV-MCP를 MOI 0.1, 0.001, 0.00001로 접종하여 7일 후, CPE가 나타나는 양상을 

비교해 보았다. 그 결과 EPC 세포에서는 wild-type VHSV와 rVHSV-ΔNV-MCP를 

MOI 0.1과 0.001로 접종한 세포에서 전체적으로 광범위한 CPE가 나타나는 것을 

 



 

21 

확인하였다. wild-type VHSV를 0.00001로 접종한 EPC 세포는 약간의 CPE가 나타

난 것을 확인할 수 있었지만 rVHSV-ΔNV-MCP를 0.00001로 접종한 EPC 세포에

서는 확실한 CPE를 관찰 할 수 없었다(Fig. 8a). HINAE 세포에서는 EPC 세포보

다 약하긴 하지만 이와 비슷하게 wild-type VHSV와 rVHSV-ΔNV-MCP를 MOI 0.1

과 0.001로 접종한 세포에서 CPE가 나타난 것을 확인할 수 있었다. 하지만 MOI 

0.00001로 접종한 세포에서는 CPE를 전혀 관찰 할 수 없었다.(Fig. 8b). CHSE-214 

세포에서는 wild-type VHSV를 접종한 세포와 rVHSV-ΔNV-MCP를 접종한 세포 

모두에서 세포가 약간씩 뜬 것을 확인할 수 있었지만 확실한 CPE는 관찰 할 수 

없었다(Fig. 8c). 또한 같은 MOI로 접종한 wild-type VHSV와 재조합 VHSV를 비교

한 결과, wild-type VHSV가 재조합 VHSV보다 CPE가 더 많이 나타나는 것을 알 

수 있었다. 
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Figure 8. The cytopathic effect (CPE) induced by infection of (a) Epithelioma 

papulosum cyprinid (EPC) cells, (b) Hirame natural embryo (HINAE) cells or (c) 

Chinook salmon embryonic (CHSE-214) cells with wild-type VHSV or rVHSV-Δ

NV-MCP at various MOI after 7 days post-infection. 

 

4. In vitro, In vivo 상에서 Mx 유전자 발현 확인 
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4-1. Luciferase reporter system을 이용한 Mx 유전자 발현 확인 

Luciferase reporter vector를 삽입한 EPC 세포에 wild-type VHSV와 rVHSV-Δ

NV-MCP를 접종하였다. 12시간 째 luciferase 활성을 측정한 결과 control 세포와 

비교하여 큰 차이는 없었다(Fig. 9a). 24시간 째 luciferase 활성을 측정한 결과 

rVHSV-ΔNV-MCP를 MOI 1.0으로 접종한 세포에서 luciferase 활성이 가장 높은 

것을 확인할 수 있었으며, rVHSV-ΔNV-MCP를 MOI 0.1로 접종한 세포가 두번째

로 활성이 높은 것을 확인할 수 있었다(Fig. 9b). wild-type VHSV를 MOI 1.0과 0.1

로 접종한 세포는 약하긴 하지만 control 세포에 비해 luciferase 활성이 높은 것

을 확인하였다. 48시간째에 측정한 결과 rVHSV-ΔNV-MCP를 MOI 1.0으로 접종한 

세포에서 luciferase 활성이 가장 높았으며(Fig. 9c), 24시간째와 비슷한 양상을 보

였다. EPC 세포에서 luciferase 활성은 12시간쩨에는 별 변화가 없었지만, 24시간

부터 시작하여 48시간까지 계속적으로 증가하는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 9d).  
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Figure 9. Analysis of Mx1 gene expression in Epithelioma papulosum cyprinid 

(EPC) cells by measuring activity of luciferase that was used as the reporter 

protein. EPC cells were infected with wild-type VHSV or rVHSV-ΔNV-MCP at 

MOI 1.0 and 0.1, and luciferase activity was analyzed at (a) 12h, (b) 24h, and 

(c) 48h post-infection. (d) time-coure change of luciferase activity. 

 

 

4-2. In vivo상에서 Mx 유전자 발현 확인 
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재조합 VHSV를 넙치에 근육 주사했을 때 IFN-Ⅰ반응에 어떤 영향을 미치는 지 

알아보기 위해서 L-15 배지와 wild-type VHSV, rVHSV-ΔNV-MCP를 접종 후, 24

시간과 48시간째에 넙치의 장기별 Mx 유전자 발현을 확인하였다. 24시간째 

rVHSV-ΔNV-MCP를 주사한 그룹에서 wild-type VHSV를 주사한 그룹보다 더 많

은 Mx 유전자가 발현하는 것을 확인할 수 있었다. 48시간째에는 wild-type VHSV

를 주사한 그룹과 rVHSV-ΔNV-MCP를 주사한 그룹 모두에서 Mx 유전자가 많이 

발현 하는 것을 확인할 수 있었다. 신장과 비장에서 24시간째나 48시간째 Mx 유

전자의 발현 양상은 전체적으로 비슷하게 나타났다(Fig. 10).  
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Figure 10. Analysis of Mx gene expression in olive flounder (Paralichthys 

olivaceus) by semi-quantitative RT-PCR. Olive flounder fingerlings were injected 

with wild-type VHSV and rVHSV-ΔNV-MCP at a dose of 10
5
 PFU per fish, and 

expression of Mx gene to OF β-actin gene in the spleen and the kidney was 

analyzed at (a) 24 h and (b) 48 h post-infection. 

 

Ⅳ. 고   찰 
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Viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV)와 lymphocystis disease virus (LCDV)

는 양식 넙치에서 생산성과 상품성에 큰 피해를 주는 바이러스이다. VHSV는 넙

치의 치어뿐만 아니라 성어에서도 대량폐사를 야기하는 바이러스이며(Schlotfeldt 

& Ahne, 1988; Schlotfeldt et al. 1991; Mortensen et al., 1999; Isshiki et al., 2003; 

Skall et al., 2005), LCDV는 가시적인 결절성 병변으로 인해 상품가치의 하락을 

야기하는 바이러스이다(Iwamoto et al., 2002). 하지만 아직 이러한 바이러스 질병

에 대한 효과적인 대책은 없는 실정이다. 최근 reverse genetics system을 이용한 

안전하고 새로운 바이러스 백신이 연구 되고 있다. 이 시스템은 바이러스의 full 

genome과 상보적인 cDNA를 이용하여 세포에서 바이러스를 다시 생성해 내는 것

이다. 이러한 기술을 이용하여 바이러스의 특정 유전자를 knock-out 시키거나 

mutation 하여 약독화 재조합 바이러스를 제작할 수 있으며, 이렇게 제작된 약독

화 재조합 바이러스는 높은 면역원성으로 세포성 면역뿐만 아니라 체액성 면역도 

효과적으로 유도할 수 있어 생백신으로 사용이 가능하고, 자연적인 감염경로로 

백신을 투여할 수 있다는 장점이 있다(Schnell et al., 1994; Palese et al., 1996; 

Neumann & Kawaoka, 2001; Neumann et al., 2002; von Messling & Cattaneo, 

2004).  

어류에서 reverse genetics system을 이용하여 재조합 VHSV, SHRV, IHNV를 제

작하고 이를 백신으로 사용하기 위한 연구 논문들이 발표되어 있다(Johnson et 

al., 2000; Alonso et al., 2004; Biacchesi et al., 2000, 2002, 2010; Ammayappan et 

al., 2010a,b). 최근 본 연구실에서는 reverse genetics system을 기본으로 하는 T7 

RNAP 발현 시스템을 이용하여 VHSV의 NV 유전자가 knock-out된 재조합 VHSV

를 제작하여 그 특성과 백신으로서의 효과를 확인한 바 있다(Kim et al., 2011; 

Kim & kim, 2011). 본 실험에서는 이렇게 제작된 재조합 VHSV를 이용하여 LCDV

의 MCP 유전자를 발현하는 VHSV를 제작하였다. VHSV의 NV 유전자 대신 EGFP 

유전자가 들어있는 pVHSV-ΔNV-EGFP 벡터에서 제한효소를 이용하여 EGFP 유

전자를 제거하고, LCDV의 바이러스 단백질인 MCP (major capsid protein) 유전자

를 삽입하여 pVHSV-ΔNV-MCP 벡터를 제작하였다. 이렇게 제작한 벡터를 

supporting 벡터와 함께 T7 RNA polymerase (T7 RNAP)를 발현하는 EPC 세포에 

co-transfection 하여 재조합 바이러스인 rVHSV-ΔNV-MCP를 제작하였다. RT-

PCR를 실시하여 전기영동 한 결과, VHSV-N, VHSV-P 유전자와 LCDV-MCP 유전

자는 증폭 된 것을 확인할 수 있었지만 EGFP 유전자는 증폭되지 않아 목적한 데
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로 LCDV의 MCP가 발현되는 재조합 VHSV가 제작되었음을 알 수 있었다. 제작된 

재조합 바이러스는 plaque assay를 통해 감염성 있는 바이러스임을 확인하였다.  

바이러스는 숙주 특이성으로 인해 세포의 종류에 따라 감염성이 달라지게 된다. 

VHSV는 EPC와 GF에서 특히 감수성이 높은 것으로 알려져 있으며, CHSE-214 세

포에서는 감수성이 낮은 것으로 알려져 있다(Lorenzen et al., 1999). 본 실험에서

는 HINAE 세포와 EPC 세포, CHSE-214 세포에 제작된 재조합 VHSV와 wild-type 

VHSV를 MOI를 달리하여 접종한 후, 세포에 따라 감염성이 달라지는 지 비교해 

보았다. 그 실험 결과, wild-type VHSV와 재조합 VHSV 모두 EPC 세포에서 가장 

감수성이 높은 것을 확인할 수 있었다. 그리고 EPC 세포에 비해 늦게 CPE가 나

타나긴 하지만 HINAE 세포도 감수성이 높은 것을 확인할 수 있었다. 하지만 

CHSE-214 세포에는 감수성이 높지 않으며, 높은 농도로 접종하여야 CPE를 확인 

할 수 있었다. 이는 세포의 종류에 따라 바이러스의 감수성이 다르기 때문이라 

생각되며, CHSE-214 세포보다 EPC 세포에서 감수성이 더 높다는 선행 연구와 같

은 결과를 나타냈다(Lorenzen et al., 1999). 앞선 세포별 바이러스 감염성 확인 

실험에서 같은 MOI로 접종하였을 때, 재조합 VHSV가 wild-type VHSV보다 CPE가 

적게 나타나는 것을 확인할 수 있었다. 이는 두 바이러스의 replication 속도 차이 

때문이라 생각되며 성장곡선을 제작하여 비교한 결과, 본 실험에서 제작된 재조

합 바이러스인 rVHSV-ΔNV-MCP가 wild-type VHSV보다 성장속도가 느린 것을 

확인할 수 있었다. 이는 제거된 NV 유전자가 바이러스의 replication에 영향을 주

기 때문이라 생각되며, 이러한 실험결과는 NV 유전자가 knock-out된 재조합 

VHSV와 wild-type VHSV의 성장 곡선을 비교한 선행 연구 결과와 같은 결과를 

나타내었다(Kim et al., 2011; Kim & kim, 2011).  

TypeⅠinterferon 반응은 바이러스에 감염되었을 때 숙주에서 가장 먼저 나타

나는 반응이다. Mx 단백질은 척추동물에서 interferon 반응을 유도하는 대표적인 

항바이러스 단백질이다(Haller & Kochs, 2002; Haller et al., 2007). 어류에서 Mx 

단백질의 항바이러스 반응은 대서양 연어에서 Mx1 단백질이 IPNV의 복제를 억제

한다는 연구(larwen et al., 2004)와 넙치에서 Mx 단백질이 HIRRV와 VHSV의 복제

를 억제한다는 연구(Caipang et al., 2003)를 통해 밝혀져 있다. 본 연구에서는 재

조합 VHSV인 rVHSV-ΔNV-MCP에 의한 인터페론 유도를 알아보기 위하여 in 

vitro 상에서는 luciferase reporter system을 이용하여, in vivo 상에서는 semi-
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quantitative RT-PCR을 이용하여 Mx 유전자의 발현량을 비교하였다. 그 결과, 

luciferase 활성 측정과 semi-quantitative RT-PCR 모두 재조합 VHSV를 접종한 

실험구에서 wild-type VHSV를 접종한 실험구보다 Mx 유전자의 발현이 많이 되는 

것을 확인할 수 있었다. 이는 바이러스 감염초기에는 NV 유전자로 인해 인터페

론 반응이 억제되다가 감염후기에는 인터페론 반응이 다시 돌아오기 때문이라 생

각되며, 이는 선행 연구된 NV 유전자가 knock-out 된 재조합 VHSV의 실험과 비

슷한 결과를 나타냈다(Kim & kim, 2012).  

결론적으로 본 실험에서는 VHSV와 LCDV에 대한 복합백신으로 사용하기 위해 

LCDV의 MCP 유전자를 발현하는 재조합 VHSV를 제작하였으며, 그 특성을 분석

하였다. 제작된 재조합 VHSV는 wild-type VHSV와 비교하여 성장속도가 느린 것

을 확인하였고, plaque assay를 통해 감염성이 있는 바이러스임을 확인하였다. 넙

치에 재조합 VHSV를 근육주사 하였을 때 폐사가 전혀 나타나지 않는 것을 확인

하였으며, wild-type VHSV보다 바이러스 감염초기 인터페론 반응이 더 많이 유도

되는 것을 확인하였다. 이는 재조합 VHSV의 선행 연구들과 비슷한 결과를 나타

내었으며, 이로 인해 제작된 재조합 바이러스가 약독화 된 것을 확인 할 수 있었

다. 이 연구결과는 본 실험에서 제작된 재조합 VHSV (rVHSV-ΔNV-MCP)를 넙치

에 복합백신으로 적용하기 위한 기초 실험으로 앞으로 이를 적용하기 위한 in 

vivo 연구에 이용될 것이라 생각된다. 
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Ⅴ. 요   약 

 

넙치 양식에서 VHSV와 LCDV는 생산성과 상품성에 큰 피해를 주는 바이러스이

다. VHSV는 저수온기에 넙치의 대량 폐사를 야기하고, LCDV는 가시적인 결절성 

병변으로 인해 상품성을 하락시킨다. 하지만 아직 이러한 바이러스성 질병을 예

방하기 위한 효과적인 대책은 없는 실정이다. 최근 reverse genetics system을 이

용하여 재조합 바이러스를 제작하는 기술이 연구되고 있다. 이 기술로 인해 바이

러스의 유전자 기능 및 작동 기작을 분석하는 것이 가능하게 되었고, 바이러스의 

특정 유전자를 knock-out 시키거나 mutation 하여 약독화된 재조합 생백신을 제

작할 수 있게 되었다. 이렇게 생산된 재조합 약독화 바이러스 백신은 높은 면역

원성으로 인해 세포성 면역뿐만 아니라 체액성 면역까지 높은 면역반응을 유도 

할 수 있고, 자연적인 감염경로를 통해 백신이 투여될 수 있다는 장점이 있다. 최

근 본 연구실에서는 NV 유전자가 knock-out된 재조합 VHSV를 제작하였고 이를 

넙치에 면역화 실험 한 결과, VHSV에 대한 높은 면역반응을 검증하였다. 본 논문

에서는 이러한 재조합 VHSV를 이용하여 LCDV도 예방할 수 있는 복합백신을 제

작하였다. VHSV의 NV 유전자를 knock-out 시키고, 그 자리에 LCDV의 MCP 유전

자를 삽입하여 재조합 VHSV 발현 벡터를 제작하였다. 이렇게 제작된 벡터를 

VHSV의 N, P, L 유전자를 발현하는 supporting 벡터와 함께 T7 RNA polymerase

가 발현되고 있는 세포에 co-transfection 하여 LCDV의 MCP 유전자를 발현하는 

재조합 VHSV를 제작하였다. RT-PCR을 실시한 결과 LCDV의 MCP가 발현되고 있

는 VHSV가 제작되었음을 확인하였고, plaque assay를 실시하여 감염성 있는 바이

러스라는 것을 확인하였다. 세포에 따른 재조합 바이러스의 감염성을 확인한 결

과 EPC세포와 HINAE세포에서는 높은 감수성을 나타냈지만 CHSE-214세포에서는 

낮은 감수성을 나타내는 것을 확인하였다. 성장곡선을 통한 replication 비교 결과, 

선행 연구와 같이 wild-type VHSV에 비해 rVHSV-ΔNV-MCP의 성장이 더 느린 
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것을 확인 할 수 있었다. Luciferase reporter system과 semi-quantitative RT-PCR

을 통한 Mx 유전자의 발현량을 비교해 본 결과, 재조합 바이러스가 감염 초기에 

더 많은 인터페론 반응을 유도하였으며, 이는 선행된 연구결과에 따라 VHSV의 

NV 유전자에 의해 감염초기 인터페론 반응이 억제되기 때문이라 생각된다. 본 

연구를 통해 제작된 rVHSV-ΔNV-MCP는 그 특성을 연구한 본 연구결과 약독화 

생백신으로 사용 될 수 있는 특성을 제시했으며, 후에 LCDV와 VHSV에 대한 복

합 백신으로 적용하기 위한 in vivo 연구에 적용 될 것이라 생각된다. 
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에게 미안하고 고맙고 사랑한다는 마음을 전하고 싶습니다. 이 좁은 지면에 고마

운 많은 분들을 열거하면서 감사의 마음을 전하기에는 부족하지만 항상 제게 힘

이 되어준 많은 분들을 생각하며 내일을 더 열심히 살기 위해 노력하며 은혜에 
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보답하겠습니다. 
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